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Abstrak 
Penyakit degeneratif dan penyakit kronis sering disebabkan oleh stres oksidatif yang 
dipicu oleh radikal bebas. Untuk mencegah terjadinya stres oksidatif diperlukan antioksidan. 
Kayu secang (Caesalpinia sappan L.) sering dikonsumsi sebagai minuman seduhan karena 
dipercaya dapat menyembuhkan berbagai jenis penyakit. Penelitian ini bertujuan menguji kadar 
senyawa fitokimia dan kadar total fenol ekstrak etanol dalam kayu secang dengan 
menggunakan standar epigalokatekin (EGC) dan epikatekin galat (ECG), serta menguji aktivitas 
antioksidan dengan menggunakan metode pemerangkapan radikal bebas  1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH). Penelitian ini membandingkan aktivitas antioksidan dalam ekstrak kayu 
secang dengan EGC dan ECG dalam 6 level konsentrasi (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 µg/ml). 
Data dianalisis dengan menggunakan analisis rancangan acak lengkap dan dilanjutkan dengan 
uji jarak berganda Duncan. Uji fitokimia secara kualitatif serta uji total fenol menggunakan 
standar ECG dan EGC. Hasil penelitian menunjukkan ekstrak kayu secang mengandung 
senyawa terpenoid, fenol sangat tinggi, tetapi tidak mengandung steroid dan tanin. Ekstrak 
kayu secang mengandung kadar total fenol ekivalen EGC adalah 849,11 µg/mg dan ekivalen 
ECG 825,11 µg/mg. Ekstrak kayu secang memiliki aktivitas antioksidan tinggi yaitu 80,46-
89,13%. 
 
Kata kunci: DPPH, antioksidan, kayu secang, total fenol, stres oksidatif 
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Phytochemical Assay and Antioxidant Potency of  
Sappan Wood Ethanolic Extract (Caesalpinia sappan L.) 
 
 
 
Abstract 
Degenerative and chronic diseases are often caused by oxidative stress triggered by free radicals. To 
prevent oxidative stress, antioxidant is required. Sappan wood extract (Caesalpinia sappan L.) is often 
consumed as brewed drink as people believe that it can heal many kinds of disease. This research was 
carried out to evaluate the concentration of phytochemical  and phenolic compound total in Sappan wood 
extract by using epicatechin gallate (EGC) and epigallocatehin (ECG), and to evaluate antioxidant 
activity of the extract with 1.1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) free radical scavenging activity. This 
research compared the antioxidant activity of sappan wood extract  with EGC and ECG in 6 
concentration levels (100; 50; 25; 12.5; 6.25; 3.125 µg/ml). The data were analyzed using complete 
randomized design analysis followed by Duncan post hoc test. Phytochemical assay was studied 
qualitatively, whereas  phenolic was measured by using EGC and ECG as standard. The results showed 
that sappan wood extract contained high level of terpenoid and phenolic compound total but did not 
contain tanin and steroid. Sappan wood extract contained EGC equivalent phenolic compound was 
849.11 µg/mg and ECG  equivalent was 825.11 µg/mg; it also exhibited high antioxidant activity, which 
was 80-89.13%. 
  
Keywords: DPPH, antioxidant, free radical, phenolic total, oxidative stress 
 
 
 
Pendahuluan 
Senyawa radikal bebas merupakan 
produk samping metabolisme normal 
tubuh seperti metabolisme sel, 
fagositosis, metabolisme asam 
arakidonat, ovulasi, dan fertilisasi. 
Produksi radikal bebas terutama Reactive 
Oxygen Spicies (ROS)  mengalami 
peningkatan selama kondisi patologis.1 
Radikal bebas  dapat menyerang lipid, 
protein/enzim, karbohidrat, DNA 
dalam sel atau jaringan. Radikal bebas 
dapat mnyebabkan oksidasi yang 
memicu kerusakan membran, 
modifikasi protein, kerusakan DNA dan 
kematian sel yang diinduksi oleh 
fragmentasi DNA dan peroksidasi lipid. 
Kerusakan oksidatif terkait yang 
diakibatkan produksi ROS tidak hanya 
terlibat dalam toksisitas xenobiotik 
tetapi juga dalam mekanisme 
patofisiologi dalam aging, beberapa 
penyakit jantung (aterosklerosis), 
katarak, disfungsi kognitif, kanker 
(neoplastik), retinopati diabetik, 
penyakit inflamasi kronis, disfungsi 
organ, kerusakan pembuluh vaskuler, 
penyakit neurodegeneratif1,2, asma, 
obstruktif paru-paru kronis, hipertensi, 
influensa, infark miokard, pneumonia.3  
Olahraga berlebihan, peradangan atau 
ketika tubuh terpapar polusi lingkungan 
seperti asap rokok, asap kendaraan, 
bahan pencemar, toksin, pestisida, 
radiasi matahari, radiasi ultra violet  
dapat menghasilkan radikal bebas.3 
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Bila produksi radikal bebas dalam 
tubuh terus meningkat karena pengaruh 
eksternal, sistem pertahanan antioksidan 
tubuh tidak akan efektif lagi bekerja 
sebagai pelindung serangan radikal 
bebas sehingga terjadi stres oksidatif, 
untuk mencegah terjadinya stres 
oksidatif diperlukan suplemen 
antioksidan.1,3 Antioksidan juga sering 
diistilahkan sebagai peredam dan 
pemerangkap (scavenger) radikal bebas 
yaitu molekul  yang dapat bereaksi 
dengan radikal bebas dan berfungsi 
menetralkan radikal bebas.3 Terdapat 
dua jenis antioksidan berdasarkan 
mekanismenya yaitu: 1). pemutus rantai 
pembentukan radikal bebas dengan cara 
mendonasikan elektron untuk 
menstabilkan radikal bebas; 2). 
antioksidan preventif  adalah 
antioksidan enzimatis yang 
memerangkap inisiasi radikal bebas 
sebelum terjadi reaksi berantai oksidasi.3  
Berdasarkan pembentukan dan asalnya 
antioksidan dalam tubuh makhluk 
hidup digolongkan menjadi dua 
golongan yaitu antioksidan endogen dan 
antioksidan eksogen. Antioksidan 
endogen adalah antioksidan secara 
alami terdapat dalam tumbuhan, hewan, 
manusia terdapat  baik intra maupun 
ekstraselular. Antioksidan eksogen yaitu 
antioksidan yang ditambahkan dari luar, 
pada produk makanan sering 
ditambahkan antioksidan untuk 
menghambat kerusakan oksidatif 
sedangkan hewan, manusia sering 
mengonsumsi antioksidan untuk 
menghambat terjadinya stres oksidatif.1-5 
Bila kadar antioksidan seluler dalam 
tubuh kurang sehingga tidak efektif 
memerangkap radikal bebas maka 
diperlukan antioksidan eksogen. 
Beberapa senyawa alamiah eksogen 
yang terdapat dalam makanan antara 
lain tokoferol, β-karoten, asam askorbat 
dan senyawa mikronutrien seng (Zn), 
selenium (Zn).5 
Salah satu pengujian aktivitas 
antioksidan dengan pengujian 
pemerangkapan radikal bebas DPPH,  
apabila radikal bebas DPPH direaksikan 
dengan antioksidan atau sampel yang 
mengandung antioksidan akan terjadi 
reaksi penangkapan hidrogen (H) dari 
antioksidan oleh radikal bebas DPPH 
berwarna ungu menjadi 1,1-difenil-
pikrilhidrazin berwarna kuning 
dibandingkan dengan absorbansi 
kontrol (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil).6 
Kayu secang (Caesalpinia sappan L.) 
sebagai minuman herbal digunakan 
untuk pengobatan darah kotor, 
antiadiabetik, antitumor, antimikroba, 
antivirus, antikoagulan, antiinflamasi, 
sebagai imunostimulan, bersifat 
sitotoksik.7,8 Ekstrak metanol kayu 
secang mengandung brazilin, 
protosappanin A dan sappanone B.9 
                      
                     1,1-difenil-2-pikrilhidrazil                            1,1-difenil-2-pikrilhidrazin 
DPPH*  +  AH DPPH-H  +  A*
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Bahan dan Cara   
Bahan yang digunakan adalah kayu 
secang  dari Yogyakarta, DPPH 
(SIGMA) dan metanol PA (Merck), 
Follin-Ciolateu (Sigma), Na2CO3 
(Merck). Alat yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah mesin pembuat 
serbuk, pisau,  timbangan, kertas saring, 
ayakan berukuran 180 mesh, 
erlenmeyer, alat ekstraksi maserasi, 
rotary vacuum evaporator, beaker glass, 
timbangan analitik,   tabung eppendorf, 
tabung vial 1 ml, evaporator, penanggas 
air, mikropipet, stopwatch, termometer, 
timbangan, spektrofotometer, corong, 
labu ukur, batang pengaduk, gelas piala.  
 
Pembuatan ekstrak  
Kayu secang dikeringkan kemudian 
diekstraksi menggunakan etanol 96 % 
yang telah didestilasi dengan teknik 
maserasi. Sebanyak 1 kg kayu secang 
yang telah digiling dengan ukuran 60 
mesh direndam dalam 5 L etanol yang 
telah didestilasi selama 24 jam. Filtrat 
etanol ditampung, selanjutnya ampas 
kayu secang ditambah lagi 5 L etanol 
dilakukan sampai 4 kali perendaman. 
Filtrat tampungan I, II, III, dan IV 
dievaporasi, diperoleh ekstrak etanol 
kayu secang.  
 
Uji fitokimia (modifikasi cara Farnsworth) 
Uji fitokimia secara kualitatif 
modifikasi cara Farnsworth  meliputi 
kadar fenol, flavonoid, saponin, 
triterpenoid, steroid, terpenoid, tanin, 
alkaloid.11 
 
Uji total fenol 
Sebanyak 25 µL sampel maupun 
standard  EGC, ECG direaksikan dengan 
125 μL Follin-Ciolateu 10 % dan 100 μL 
Na2CO3 7,5 % pada microplate. Setelah 
itu  campuran diinkubasi pada suhu 45–
50ºC selama 10 menit, kemudian diukur 
nilai absorbansinya pada panjang 
gelombang 760 nm dengan 
menggunakan microplate reader.9 
Berdasarkan nilai absorbansi standar 
EGC, ECG ditentukan persamaan regresi 
linier Y= a+bx, kemudian kadar sampel 
ekstrak kayu secang dihitung 
berdasarkan persamaan regresi linier 
dari EGC dan ECG. 
 
Uji aktivitas antioksidan 
Sebanyak 200 µL DPPH  0,077 
mmol ditambahkan dengan 50 µL 
sampel (pada microplate).  Campuran 
diinkubasi pada suhu kamar selama 30 
menit lalu diukur nilai absorbansinya 
pada panjang gelombang 517 nm 
dengan menggunakan microplate reader. 
Untuk kontrol negatif digunakan DPPH 
sebanyak 250 µL, sedangkan untuk 
blanko digunakan metanol absolut 
sebanyak 250 µL.6 
Aktivitas antioksidan metode DPPH (%): 
 
 
 
Hasil dan Pembahasan  
Uji kadar senyawa fitokimia esktrak 
kayu secang secara kualitatif dapat 
dilihat pada Tabel 1.  
Hasil uji fitokimia (Tabel 1)  
menunjukkan bahwa ekstrak kayu 
secang mengandung fenol sangat tinggi 
(++++), kadar terpenoid sangat tinggi,  
(++++), kadar flavonoid tinggi (+++), 
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namun tidak mengandung steroid dan 
tanin.  
Uji total fenol ekstrak kayu secang 
menggunakan standar EGC dan ECG 
dapat dilihat pada Tabel 2. Ekstrak kayu 
secang mengandung total fenol yang 
tinggi baik standar EGC maupun ECG.  
Hasil penelitian aktivitas 
antioksidan pemerangkapan radikal 
bebas DPPH dari ekstrak kayu secang 
dengan pembanding antioksidan EGC, 
ECG pada berbagai konsentrasi (100, 50, 
25, 12,5, 6,25, 3,125 µg/mL) dengan 
menggunakan analisis varians 
(ANOVA) menunjukkan  terdapat 
pengaruh nyata antara  jenis antioksidan 
dan konsentrasi (P< 0,01) terhadap 
aktivitas pemerangkapan radikal bebas 
DPPH, dilanjutkan uji jarak berganda 
Duncan (UJBD).11. Rata-rata dan hasil uji 
jarak berganda Duncan dapat dilihat 
pada Tabel 3. 
 
Tabel 1. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Kayu Secang 
Bahan Uji Fitokimia 
Terpe-
noid 
Fenol Steroid Triter- 
penoid 
Flavo
-noid 
Tanin Alka-
loid 
Saponin 
Ekstrak kayu 
secang 
++++ ++++ - ++ +++ - ++ + 
Keterangan ++++  : kadar sangat tinggi 
                    +++    : kadar tinggi 
                    ++      : kadar cukup 
                    +        : kadar rendah 
-     : tidak mengandung 
 
 
Tabel 2. Rerata Kadar Total Fenol Ekstrak Kayu Secang 
Bahan Total fenol  EGC 
(μg/mg) 
Total fenol ECG 
(μg/mg) 
Ekstrak kayu secang 849,11 
 
825,11 
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Tabel 3. Rerata, Standar Deviasi dan UJBD Aktivitas Antioksidan Pemerangkapan            
DPPH Ekstrak Kayu Secang  
Keterangan : Huruf kecil yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada  taraf  5% 
 
 
Hasil penelitian menunjukkan 
bahwa aktivitas antioksidan 
pemerangkapan DPPH tertinggi adalah 
ECG konsentrasi 100 µg/ml (97,86 %) 
dan EGC 100 µg/ml (95,13 %), EGC 12,5 
µg/ml (96,88%). Aktivitas antioksidan 
ekstrak kayu secang tertinggi pada 
konsentrasi 12,5 µg/ml (89,13%) lebih 
rendah dibanding EGC dan ECG. 
Ekstrak kayu secang memiliki aktivitas 
antioksidan yang kuat (>70%) pada 
semua konsentrasi kecuali konsentrasi 
terendah 3,125 µg/ml kategori aktivitas 
sedang sebesar 53,86%.  
Ekstrak kayu secang memiliki 
aktivitas antioksidan kuat pada 
konsentrasi 6,25-100 µg/ml sebesar 
80,46-89,13% hal ini  diduga karena 
kadar fenol yang sangat tinggi (++++) 
dan kadar flavonoid yang tinggi (+++) 
berdasarkan hasil uji fitokimia (Tabel 1). 
Senyawa fenol yang terdapat dalam 
tanaman memiliki berbagai aktivitas 
biologi termasuk aktivitas antioksidan. 
Terdapat hubungan positif antara 
aktivitas antioksidan dan kadar total 
fenol.13 Aktivitas antioksidan dari 
senyawa fenol dikarenakan kemampuan 
Bahan antioksidan Rata-rata aktivitas 
pemerangkapan 
DPPH 
Ekstrak kayu secang 100 μg/mL 80,46±0,33 b 
Ekstrak kayu secang 50 μg/mL 80,80±0,37 b 
Ekstrak kayu secang 25 μg/mL 86,35±1,27 c 
Ekstrak kayu secang 12,5 μg/mL 89,13±0,36 cde 
Ekstrak kayu secang 6,25 μg/mL 86,35±2,21 c 
Ekstrak kayu secang 3,125 μg/mL 53,86±2,06 a 
EGC 100 μg/mL 95,13±2,36f 
EGC 50 μg/mL 94,35±0,68ef 
EGC 25 μg/mL 94,35±1,22ef 
EGC 12,5 μg/mL 96,88±2,64f 
EGC 6,25 μg/mL 93,37±3,23 ef 
EGC 3,125 μg/mL 92,20±4,73 def 
ECG 100 μg/mL 97,86±0,34 f 
ECG 50 μg/mL 92,39±2,11 def 
ECG 25 μg/mL 95,91±3,56 f 
ECG 12,5 μg/mL 93,18±2,70 ef 
ECG 6,25 μg/mL 87,72±1,55 cd 
ECG 3,125 μg/mL 84,80±8,50 bc 
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mengkelat logam yang tinggi. Senyawa 
fenol memiliki gugus hidroksil (OH) 
dan karboksil (ROO) yang mampu 
mengikat logam berat Fe dan Cu.14 
Terdapat korelasi yang tinggi antara 
total fenol dan aktivitas antioksidan, 
menunjukkan bahwa total fenol 
berperan besar dalam menyumbangkan 
aktivitas antioksidan dari berbagai jenis 
sayuran.15 Ekstrak tanaman Mellilotus 
officinalis mengandung kadar total fenol 
dan flavonoid tertinggi dibanding 
Adiantum capillus-veneris, Plantago major, 
Equisetum maximum, Urtica dioica 
menunjukkan aktivitas antioksidan 
pemerangkapan DPPH tertinggi, kadar 
fenol yang tinggi akan meningkatkan 
ketersediaan gugus hidroksil yang 
mampu memerangkap radikal bebas.16 
Terdapat korelasi antara kadar total 
fenol dan aktivitas pemerangkapan 
DPPH dengan r= 0,87.10 Senyawa 
flavonoid merupakan senyawa fenol 
yang terdapat pada berbagai jenis 
tanaman dan paling banyak terdapat 
pada buah dan sayuran  menunjukkan 
aktivitas antioksidan yang potensial.17 
Senyawa flavonoid merupakan senyawa 
yang memiliki aktivitas antioksidan 
khususnya dalam memerangkap radikal 
bebas.18 Ekstrak kayu secang 
mengandung  5 senyawa yang terkait 
flavonoid mempunyai aktivitas 
antioksidan primer dan sekunder yaitu 
1) brazilin; 2) isomer brazilin; 3) 1',4'-
dihidrospiro [benzofuran-3(2H),3'-[3H-
2]benzopiran]-1',6', 6',7'-tetrol ; 4). 3-[[4,5 
dihidroksi-2-(hidroksimetil) fenil]metil]-
2-3-dihidro-3,6-benzofurandiol; 5) 
(7R,7S)-7,8-dihidro-3,7,10,11 tetrahid-
roksi- 6H- di benz[b,d] oksosin-7-
metanol (7R-,7S-protosapanin B).19 
Brazilin memiliki aktivitas  
penghambatan lipase dengan nilai 
inhibitory concentration (IC50) sebesar 6 
µM, protosappanin A sebesar 100 µM. 
Nilai IC50 aktivitas antioksidan brazilin 
8,8 µM tidak berbeda nyata dengan 
protosappanin A (9,1 µM) dan (+) 
katekin (10,2 µM),  sedangkan 
sappanone B (14,5 µM).9 
Berdasarkan uji fitokimia (Tabel 1), 
ekstrak kayu secang mengandung 
terpenoid sangat tinggi (++++). 
Aktivitas antioksidan yang tinggi dari 
ekstrak kayu secang diduga karena 
kandung terpenoid, hal ini sesuai 
dengan penelitian sebelumnya bahwa 
aktivitas antioksidan tanaman dapat 
berasal dari senyawa terpenoid yaitu 
monoterpen, diterpen.20 Berneol adalah 
senyawa terpenoid yang memiliki 
aktivitas antioksidan mampu 
memerangkap radikal bebas secara in 
vivo pada hewan hipertensi.21 
Hasil uji kadar total fenol 
menunjukkan bahwa ekstrak kayu 
secang mengandung kadar fenol  yang 
tinggi 849,11 µg EGC/mg dan 825,11 µg 
ECG/mg (Tabel 2), hal ini sesuai dengan 
hasil uji fitokimia (Tabel 1) ekstrak kayu 
secang mengandung kadar fenol sangat 
tinggi (++++).  
 
 
Simpulan 
Ekstrak kayu secang mengandung 
senyawa terpenoid, fenol sangat tinggi, 
mengandung flavonoid  tinggi, tidak 
mengandung steroid dan tanin. Ekstrak 
kayu secang mengandung kadar total 
fenol ekivalen EGC 849,11 µg/mg dan 
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ekivalen ECG 825,11 µg/mg,  juga 
memiliki aktivitas antioksidan tinggi 
yaitu 80,46-89,13%, namun lebih rendah 
dibanding EGC dan ECG. 
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